





















逆に優勢阻害変異型 Ras(RasN 1 7)がアボトーシスを促進することがわかった。
さらに、 Fas刺激による Caspaseの活性化も RasV12の発現によって抑制される
ことがわかった。 Raf、PI-3キナー ゼ、 RalGDSなどが Rasのターゲット分子と
して知られているが、 FH2細胞においては PI-3キナーゼや RalGDSによるシグ
ナル伝達経路は Fasを介するアボトーシス誘導に影響を与えなかった。一方、












































































1、癌 鴻胞性リンパ種 (Follicularlymphomas) 
p53変異による癌腫(Carcinomas) 
ホルモン依存性癌=乳癌、前立腺癌、卵巣癌







2、神経変性疾患 アルツハイマー病(= Alzheimer's disease) 



















シスにみられる生体内での一連の進行機構の概念を確立した(図ト3) (Ellis， R. 





テアーゼ、 CED-4は CED-3と結合し自身と結合して多量体化することで CED-















Snailファミリーに属す Zlncフィンガータンパクで、 CES・2は PARファミリー
に属す bZIP転写因子である。
線虫ではアポトーシスで死んだ細胞は、周辺細胞に貧食される。その段階に













prote鎧 L であることから、機能的特徴にちなんで Caspaseと名付けられた
(Thornberry and Lazebnik， 1998)。現在までのところ、 Caspase-14までクローニン
グされているが、 Caspase-4ならびに-5はヒトの Caspaseで、マウスではそれぞ
れCaspase-11と-12に相当すると考えられている(図 1・4) (Van de Craen et al.， 
1997) 0 CaspaseはZymogenとして一つのペフチドとして合成される。その構
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mCaspase-ll CARD-like Caspase-lの活性化 Caspase-1 





Caspase-6 short apoptosisの実行 ファミリー
Caspase-8 DED Caspaseを活性化する







四量体を形成して活性型となり、基質タンパクを切断する(図ト5) 0 Caspase 
は基質タンパクとして他の Caspaseを切断する活性をもっ。 Caspase-8は pro-
Caspase-3、-4、-7、-9(Kanget al.， 1999; Muzio et al.， 1997; Srinivasula et al.， 1996a; 
Stennicke et al.， 1998; Takahashi et al.， 1997)を、 Caspase-10はpro-Caspase-3、-7、-
8 (Pernandes-Alnemri et al.， 1996; Kang et al.， 1999)をinvitroまたは酵母内で基
質として切断し活性化することが示されている。また、Caspase-9はpro-Caspase-3 
(Deveraux et al.， 1998; Li et al.， 1997; Srinivasula et al.， 1998)、四7(Srinivasula et al.， 
1998)を切断活性化し、Caspase-3はpro-Caspase-6(Hirata et al.， 1998; Srinivasula et 
al.， 1998; Srinivasula et al.， 1996b)とpro-Caspase-2(Slee et al.， 1999)を切断活性化
する。さらに、Caspase-6はpro-Caspase-8、・10を切断活性化する (Sleeet al.， 1999)。
とのように Caspase問で活性化のネットワークが形成されているため、一つの
Caspaseが活性化されると、他の Caspaseも次々と活性化されていく(図ト6)(de 




御することで細胞が死んでしまうと考えられている(図 1-7) (Earnshaw et al.， 
1999)。細胞質タンパクではアクチン、ゲルゾリン、 αー フォドリン、 9・カテニン
や中間経フィラメントのケラチン 18等の細胞膜の維持や接着に必要と考えら
れるタンパクが切断される。また、核内タンパクではラミン Aおよび B、ラミ
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パクでは、 PARP、DNA-PKcs、DNAトボイソメラーゼ Iおよび I等が切断不
活化される。フロテインキナーゼでは、 PKCやカルモジュリン依存性キナーゼ
CaMKIV、Ste20様キナーゼ MST1I2、Rafl (MEKK 1 )、 p21・activatedキナーゼ
(PAK2)、focaladhesionキナーゼ (pp125FAK)、AKT1や c-src等が切断され
る。 PKC、MST1I2、Raflや PAKなどは Caspaseによって切断された結果、活
性化するものもある。シグナル伝達に関わるタンパクでは、プロインターロイ
























るCARD(Caspase Recruitment Domain)とCaspase-8、・10にみられる DED(Death 





る(Salvesenand Dixit， 1999)。ミトコンドリアからの Caspaseの活性化において
は、薬剤、紫外線、ガンマ線、増殖因子除去によるアボトーシス誘導刺激を受
けると、ミトコンドリアの VDAC(=voltage-dependent anion channel) (Shimizu et 





DR6などあるが、これらの分子に特徴は細胞内領域に DeathDomain (DD) と
いわれる領域をもち、アポトーシス誘導活性をもつことである (Nagata， 1997， 
Ashkenazi et al.， 1999)。アポトーシスを誘導するという点でもっともよく研究
されているものは、最初に細胞傷害活性のある抗体が同定され、それによって
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IAPs， CrmA， p35， 
その他
Large T抗原 : p53の活性を阻害する。
図1-9 アポトーシスを抑制する遺伝子と抑制機構
14 
プタータンパクである FADD (Boldin et al.， 1995， Chinnaiyan et al.， 1995)をリ ク
ルートしてくる。FADDはアミノ末端側に DED、カルボキシル末端側に DDを
もっタンパクで、 Caspase-8(FLICE/MACHlMCH5) (Muzio et al.， 1996， Boldin et 
al.， 1996， Srinivasula et al.， 1996a)のDEDと結合してFasの細胞質領域にCaspase-8
をリクルートし death-inducingsignaling complex (DISC) (Kischkel et al.， 1995) 













(DcR) によるデスリガンドの競合的吸収 (Aschkenaziet al.， 1999)や FLIPに
よる DISC形成阻害によって、抑制される。 DcR1および 2はともに DR4およ
び 5と競合してリガンドである TRAILに結合する。 DcR1は細胞質領域を欠く
が、グリコフォスフォリピッドの修飾によって膜にアンカーされているる。DcR2
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図1-10 Bcl-2ファミリーの構造 (Adamset al.， 1998.より引用 )
生理的にアポトーシスを誘導する刺激
1 '¥ TNFファミリー (Fasリガンド、 TNF)
2、TGFbファミリ-
























パクで TNFRと相向性のあるオステオフロテゲリン COPG) もアフィニティ
ーは低いがTRAILに結合し、DR4および5によるアボトーシスを阻害する。FLIP
はプロテアーゼ活性をもたない Caspase-8であり DISCに入り込んで Caspase-8
が DISCに入るのを阻害すると考えられている。ウイルスにも同様の遺伝子が
あり、デスレセプターによるアポトーシスの抑制にはたらくウイルスの FLIP
を v-FLIP、細胞自身のもつ FLIPを c-FLIPと呼ぶことが多い。 Caspaseの活性
を直接阻害するによってアボトーシスを抑制する遺伝子もある。 IAPファミリ



























(NGF ; Nerve growth factor)の除去によって誘導されるアボトーシスはNGFや
IGF-1による PKB/Aktの活性化によって抑制される (Dudeket al.， 1997， Philpott et 
al.， 1997)。また、生存増殖に IL-3を必要とする造血細胞でも、 PKBほktの活
性化によってアボトーシスが抑えられることが報告されている (Songyanget al.ヲ
1997)。ほかにも PKB/Aktの活性化によって、繊維芽細胞において無血清状態
で Mycが誘導するアボトーシス (Kennedyet al.， 1997， KauffmanrトZehet al.， 
1997)や上皮細胞での細胞外マトリックスからの遊離によって誘導されるアポ
トーシス(Khw司aet al.， 1997)が抑制されるととが報告されている。 MAPKの
活性化でも、 NGF除去による神経細胞死 (Xiaet al.， 1995)やショウジョウバエ
に見られる Hidの発現によるアポトーシスの誘導 (Kuradaand White， 1998， 
Bergmann et al.， 1998)が抑制されることが報告されている。
生理的現象でデスレセフターによるアボトーシスが抑制される例も報告され
ている。抗原刺激によって T細胞 (Klaset al.， 1993; Owen-Schaub et al.， 1992)や
B細胞 (Rothsteinet al.， 1995)が活性化されると、その直後に Fasの発現が上昇
する。しかし抗原刺激後数日間は抗 Fas刺激に対して抵抗性を示し、さらに抗
原刺激後 1週間ほどで抗 Fas刺激に感受性となる。 c-FLIPが Fasによるアポト
ーシスを抑制することが報告されると(Irmleret al.， 1997)、それに続いて c-FLIP
18 
が生理的な Fasを介するアボトーシス誘導阻害にはたらくととが報告された。
すなわち、抗原刺激による T リンパ球の活性化に伴って c-FLIPの発現が上昇
し、 Fasを介するアボトーシスが阻害されるようになるという。また、 MAPKK
の阻害剤を抗原刺激時に処理することによって T細胞が抗 Fas刺激に感受性と
なり、このときに c-FLIPの発現上昇が抑えられたと報告された (Yehet al.， 











る。 GTPと結合して活性型となると、 Raf、PI-3キナー ゼ、 RalGDSなどと結合
しこれらの分子を活性化させる。ここで我々は、マウス胎児繊維芽細胞 Balb3T3









(Zomig et al.， 1995， Peng et al.， 1996， Maeda et al.， 1999)、Rasによる PI-3キナ
ゼー/Akt経路の活性化により endogenousなFasの発現が抑制され、その結果細






大腸菌株 DH10BIF-mcrA企(mIT-hsdRMS-mcr BC) o80dlacZ品115L¥lacX74 deoR 





2-3 DNA塩基配列の決定法 (DyeTerminator Cycle Sequence) 
0 . 5ml の PCR 用チューブに、プライマ~ 3.2~4.0pmol 、プラスミド
DNAO.25~0.5μg、シークエンス用フレミックス (Amersham Life Science) 4μiに
純水を全量が 20μlになるように加え、よく混合した。 PCRのサイクルは 960C1
分- (960C 10秒-50oC5秒-60oC4分)25サイクル-40Choldで行った。反応
後、 75μlの 700/0エタノールを加え、 40C、15000rpm、20分間遠心し、沈殿を乾
燥させた。とれに脱イオン化ホルムアミドと 25mMEDT AJ50mg/mlブルーデキ
ストランを、 5:1で混合した溶液 6μlまたは TSR(PERKIN ELMER) 15μlを加




分与していただいた。細胞は 100/0fetal bovine serum (FB S)および 100μg/mlカナ
マイシンを含む Dulbecco'smodified Eagle's 培地 (DMEM)で37度、 50/0 CO2で
21 





た。ついで、蛍光標識されたマウス Fasに対する抗体、 FITC-RMF6(Nishimura et 





Balb3T3細胞のトータル RNAからオリゴ dTカラム (Pharmacia)でpoly(A)+
RNA を精製し、タイムセイバ~cDNA 合成キット (Pharmacia) を用いて cDNA
を合成し、ついでpME18Sベクター (Sakam北iet al.， 1992)のEcoRIlNotlサイ
トヘ組み込んだ。それぞれの変異型 Ras(K-RasV12、K-RasN17、K-RasS35、
K-RasG37、K-RasC40 (Kauffmann-Zeh et al.， 1997) )は c-K-Rasをもとに
Quick-Change site-directed mutagenesisキット (Stratagene) を用いて作成した。
pJ7Q・lacZ(Morgenstem and Land， 1990)はβガラクトシダーゼの発現ベクター
として用いた。 Flag-MST1KDはキナーゼ活性のない変異 MST1であり、 MST1
(Lee et al.， 1998)のキナーゼ活性中心の 59番目のアミノ酸をリジンからアル
ギニンに変えて村川氏により作成された。すべての変異遺伝子は DNAシーク
エンシングによりその配列を確認した。Raf-CAAX、dp85、Akt、constitutivelyactive 
Akt (HA-myr-d4・129Akt)、RaIN28はそれぞれ、1.F. Hancock (Univ. Queensland 
Medical School， Aus仕alia)、小川渉先生(神戸大学)、吉川潮先生 (神
戸大学)、 R.Roth (Stanford Univ.， CA)、L.A. Feig (Tufts Univ.， MA)からそれぞ
22 
れいただいた。 SDSE-MAPKKと MKP-1の cDNAsは西田栄介先生(京都
大学)から、 GreenFluorescence Protein (GFP)の発現ベクターは梅園和彦先
生 (KyotoUniv.， Japan)からいただいた。
2-6 抗体および試薬
アゴニティック抗マウス Fasモノクローナル抗体RK-8(Nishimura et al.， 1995) 
は MBL(名古屋)から提供いただいた。抗 Ras(clone 18)および、抗リン酸化
f".. p42/44 MAPK (E10)のモノクローナル抗体はTransductionLaboratories (Lexington， 
KY)ならびに NewEngland Biolabs (Beverly， MA)より購入した。抗リン酸化Akt
ポリクローナル抗体はNewEngland Biolabsより購入した。マウス submaxillary
glandsより精製した EpidermalGrowth Factor (EGF)はSigma(St Louis， MO)より、
またヒト・リコンビナント Insulin-likeGrowth Factor 1 (IGF-I)およびヒドリコン
ビナント basicFibroblast Growth Factor (bFGF)はGibco・BRL(Rockville， MD)より
購入した。 Caspase-3/7および Caspase-8/6の蛍光基質 Ac-DEVD-MCAならびに
Ac-IETD-MACはペプチド研究所(大阪)より購入した。 s-ガラクトシダーゼ陽
性細胞の染色に用いた 5ゐromo-4-chloroふ indolyl-b-D(ー)-galactopyranoside(X-Gal) 
は和光純薬(大阪)より購入した。
2-7 フローサイトメーターを用いた Fasの発現確認、
培養シャーレに付着した細胞を PBSで三回洗浄し、 5mMEDTAを含む PBS
を加えて細胞を浮遊させ、 96well丸底プレートに分注した。フレート遠心用ロ
ーターを用い、 1500rpmで 1分間遠心し上澄み液を除いた。フレートを軽くた
たいて細胞をぼぐし、 5%FBSと 0.05%NaN2を含む氷冷 PBS(フローサイト用
バッファー)を加え、遠心して上澄み液を除いた。マウス Fasに対するモノク
ローナル抗体 (P4・4)を 20μg/mlになるように氷冷フローサイト用バッファー
で希釈し、50μlずつ加えた。40Cで 1時間静置し、さらに 100μg/mlPropidium iodide 
10μlを加え、 40Cで 10分間静置した。フローサイト用バッファーで三回洗浄し
23 







(Sambrook et al.， 1989)で 10cm培養用シャーレ5枚のサブコンフルエントの FH2
細胞に導入した。具体的には、 10%FBSを含む DMEM中の細胞をリン酸カル
シウム-DNA沈殿と 24時間培養し、新しい培地と交換後さらに 24時間培養し











遺伝子導入の前日に 6wellプレート 1wellあたり 1X 105細胞をまいておく。
翌日、それぞれのベクター 0.4同ずつを加え合わせ、 6μlのPlusreagentを混合




ート中の細胞の培養液を 1wellあたり 1mlの無血清 DMEMと交換し、 DNA-
LipofectAMINE混合液を加え、3時間培養した。その後、さらに 1ml無血清DMEM




時間から 48 時間培養後、 24well フレートに 1well あたり 2~5 X 104細胞になるよ
うに細胞を分注した。 16時間後に 200ng/mlのRK・8で、 0時間、 4時間、 8時
間刺激した後、 2%ホルムアルデヒドと 0.20/0グルタールアルデヒドを含む冷 PBS
で 5分間固定した。固定後、 PBSで洗浄しアボトーシスをおこして浮遊した細
胞を除き、 1mg/mlX-Gal、0.02%NP-40、5mMK-ferricyanide、5mMK-ferrocyanide、






2・11 in vivoにおける Caspase-3の活性化のモニタリング
Flag-MST1KDをCaspase-3の基質として細胞に導入し、 2日後に 0.2μg/mlの
RK-8で刺激し、浮いてきた細胞と付着している細胞を合わせて回収後、 50mM




タンパクを 10%SDS-PAGEで分離し、 PVDF膜(恥1illipore)に転写し、 5%スキ
ムミルクを含む PBST(PBS + 0.05% Tween-20)に浸し、 1時間以上ブロッキング
を行った。そこに一次抗体として抗 Flagモノクローナル抗体 M2(Kodak)を終
濃度 1μg/mlで加え、 1時間反応させた。 PBSTで 3回洗浄後、ペルオキシダー
ゼ標識した二次抗体を 1時間反応させた。 PBSTで 3回洗浄後、 ECLウエスタ
ンブロット検出キットを用いて、 X 線フィルムに感光させることによって全長






















励起光 360nm、検出光 480nmで相対蛍光強度を計測することによって Caspase
の活性を測定した。
(¥ 2-14 RT-PCR法による c-FLIPのmRNA定量
RT-PCRには bFGFで刺激した FH2細胞または無刺激の FH2細胞から精製し
た 2μgの totalRNAを用いた。 RT四PCRの反応はReady-To-GoRT-PCR Beads 
(Amersham Pharmacia， N乃に 1.25UPfu turbo (Stratagene， CA)を余分に加えてお
こなった。ここで用いたマウス c-FLIPとマウス EF1α のフライマーは次の通り
である。マウス c-FLIPL :5' -GAG CCA AGA TTT GTG GAA TAC CG-3'および
デーTCTTCC AAC TGG CTA CCT AAC GAC T-γ。マウス EF1α:デーTCCTAC 














胞を選択した。マウス Fasを安定に発現していた Balb3T3細胞 (FH2細胞)は
抗 Fas刺激に対して高い感受性を示した(図 3・1)。ついで我々は方法で述べ
たように、 FH2細胞に cDNAライブラリー発現ベクターを導入し、抗 Fas刺激
を与えることで Fasを介するアボトーシスを抑制しうる遺伝子の検索をおこな
い、 c-k-rasをクローニングした。実際に c-k-Rasが Fasを介するアポトーシス
を抑制する活性があるか確認するために、 c-k-rasの発現ベクターとf3-ガラクト
シダーゼの発現ベクターをともに FH2細胞に導入し、抗 Fas刺激を与えたあと
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を検討するため、変異型 Rasを用いた実験をおこなった。活性型 Ras(K-RasV12) 
あるいは優勢阻害型 Ras(K-RasN17) を βガラクトシダーゼとともに細胞に導
入し、抗 Fas刺激前と刺激後4時間の時点で βガラクトシダーゼ陽性細胞数を
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スの時に活性化する Caspase-3によって、直接切断されることが invitro and in 
vivoで示されているほ.K. Lee and S. Y onehara、未発表データ)。そこで我々は、
K-RasV12による Fasを介するアボトーシスの抑制において、 Caspaseの活性化
が抑制されているかどうか調るため、キナーゼ活性のない変異型 MST1
(MST1-KD) を RasV12とともに細胞に導入し、抗 Fas刺激を与えた後時間を
追って MST1-KDが切断されているかどうかをウエスタンブロットによって検
討した。ベクターを導入したコントロールでは抗 Fas刺激後 1時間で切断され
た MST1-KDが観察され、 4時間でほぼすべてが切断されていた(図 3-6)。一
方、 K-RasV12とMST1・KDをともに導入した細胞では、 1時間では全く切断さ
れた MST1・KDは観察されず、 4時間後でも全長の MST1・KDが刺激前とほぼ等
量観察された(図 3-6)。これらの結果から、 K-RasV12は抗 Fas刺激によって
活性化される Caspaseの活性化を制御しうることが示された。
3-4 MAPKの活性化がFasを介するアボトーシスを抑制する
o GTPに結合した活性型 Rasは Raf、PI-3キナーゼや RalGDSといったシグナ
ル伝達分子を活性化し、様々な細胞応答をひきおこすことが知られている
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った。そこで活性型 Raf(RaιCAAX)(Stokoe et al.， 1994)あるいは活性型 MAPK














3・11)。したがって、 Rasによる Fasを介するアボトーシスの抑制には MAPK
の活性化が必要であることが示された。
RalGDSは GDPと結合した Ralの GDP-GTP交換を促し Ralを活性化する分
子である。そこで、活性型 RalGDS(MYR-RalGDS)を MST1KDとともに細胞に
導入し、抗 Fas刺激を与えたところ MST1KDが切断された(図 3・12)。した



















































































がなされている (Peliet al.， 1999)。そこで我々は、 FH2細胞において K-Rasに
よる抗 Fas刺激に対する抵抗性獲得における PI-3キナーゼ経路の影響について
さらに検討するために、 PI-3キナーゼのサブユニットの優勢阻害型変異である
企p85(Sakaue et al.， 1995; Rodriguez-Viciana et al.， 1997)をK-Rasとともに細胞に
導入する実験をおこなった。 K-RasV12によって Aktのリン酸化が冗進したが、
~p85 との共発現によって Akt のリン酸化が抑制されていることを確認した(図









とともに GFP発現ベクターを導入し、 GFPを発現している細胞における Fasの
発現をフローサイトメーターをもちいて解析した。 FH2細胞ではヒトβアクチ
ンプロモーターによって Fasを発現させているので、高い Fasの発現がみられ







































































の感受性を示し、抗 Fas刺激後 4時間で急激に細胞が浮遊したが、 bFGFで処
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図3-16 増殖因子処理による抗Fas~~激に対する感受性変化









れていた。このことから、 bFGF処理した FH2細胞においても、 RasV12の強制
発現にみられたように、 Caspaseが活性化する前の段階での制御によって、ア
ポトーシスを抑制していることが示された。しかし、 bFGF処理をおこなった




3・6 bFGFによる Fasを介するアポトーシスの抑制も Ras/MAPKの活性化を必
要とする
続いて bFGFによる Fasを介するアボトーシスの抑制が RaslMAPK経路の活
性化によるのかどうかを調べるため、 RasN17、MKP-1、L¥p85の遺伝子を導入






制効果が阻害された(図 3-19)。この結果から、 bFGFによる Fasを介するア
ポトーシスの抑制にも Ras/MAPK経路の活性化が必須であり、 PI・3キナーゼの
活性化は関与していないことが示された。
では、 bFGFと同じく MAPKを活性化できる EGFでは、なぜFasによるアポ
44 
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図3-19 bFGFはRas/MAPK経路を活性化してFasによるアポトーシスを抑制する



















3-20) 0 IGF処理では弱くしか MAPKはリン酸化されなかったが、どの増殖因
子においても処理後 5分から 10分でリン酸化された MAPKの量が最大となっ
た。そして、 EGFおよびIGF処理した細胞では、処理後 1時間以内にリン酸化
された MAPKの量は刺激前のレベルにまで下がり、バンドが確認できなくなつ
ってしまった(図 3-20)。一方、 bFGF処理した細胞では処理後 1時間以降も、







ターをもちいて調べた。 Balb3T3細胞においても FH2細胞のおいても、 bFGF
処理前と処理後での Fasの発現に変化は見られなかった(図 3-21)。このこと




されており (Irmleret al.， 1997)、リンパ球細胞において活性化にともなう抗 Fas
刺激への感受性が低くなるのは MAPKKの活性化を必要とする c-FLIPの発現


















































































しかし、 Caspase調8が十分検出できるトータル RNA量 (30μg)を用いても、無
処理の細胞と bFGF処理した細胞のどちらからも c-FLIPの mRNAは検出でき
なかった。このことは、 FH2細胞における c-FLIPの発現量が Caspase-8と比べ
て極端に低いことを示している。そこで我々はマウス c-FLIPに対する特異的プ
ライマーをもちいた ReverseTranscriptional (RT) -PCRをおこなうことでかFLIP
のmRNAの検出をことろみた。まず、用いたプライマーの特異性を確認するた
めに EFlαとc-FLIPの遺伝子を組み込んだベクターでの PCRとマウスリンパ球
系細胞 L5178Yから採取したトータル RNAもちいた RT-PCRをおこなった。
ベクターに組み込まれた遺伝子をもちいたときに検出された DNAのバンドと
同じ泳動度のバンドが、 L5178Y細胞のトータル RNAをもちいた場合にも観察
された(図 3-22)。次に無処理の FH2細胞と bFGF処理した FH2細胞から採
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た(図 3-24)。同様に MKP-lを導入したが抗 Fas刺激に対する感受性に変化
はなかった(図 3-24)。したがって、すでにトランスフォームしている HeLa
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る細胞が主に生き残っていた(図 3・31and J) 0 Rasの活性化が細胞骨格の再構
成および発達に寄与していることを考えると、この結果はトランスフォームし





















fヘ ても Fasによるアポトーシスは抑制されなかった(図 3-4)。さらには、 Rasに
よる PI-3キナーゼの活性化を抑制する勾85をRasV12とともに発現させてAkt
のリン酸化を阻害しでも(図 3・10)RasV12のアポトーシス抑制効果は阻害さ





















維芽細胞由来の FH2細胞と比較した場合、 Fasを高発現させても抗 Fas刺激に
対する感受性が比較的低く、アポトーシスを起こして細胞が死ぬまでに時間が
かかったり、死なない細胞が多数残ったりした。さらにトランスフォームした
細胞株の中には、 COS7細胞のように Fasを高発現させて抗 Fas刺激を与えて
もアポトーシスが全く誘導されない細胞株も存在した。細胞の癌化と Fasを介
するアポトーシスの抑制は密接に関係していると予想できた。一方、我々はヒ












我々 は、 FH2細胞において bFGF処理が Ras/MAPKの活性化を介して Fasに
よるアポトーシスを抑制することを示した(図 3-19)。一方、別のグループか
らはヒトの正常メラニン細胞に対して bFGFを処理すると、 トランスフォーム



























伝子群を同定した (Fambroughet al.， 1999)。その報告によると、 PDGFやFGF
で細胞を刺激すると IrnmediateEarly Genes (IEGs)と名付けた一連の遺伝子群の
56 
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活性化を通じて Fasの発現を抑制するという報告が存在する (Peliet al.， 1999)。
そこで我々は、 K-RasV12、Raf-CAAX、SDSE-MAPKKを FH2細胞および親株
のBalb3T3細胞に導入し、 Fasの発現量が変化するかどうか検討をおこなった。
その結果、 βアクチンフロモーター支配下に Fasを発現している FH2細胞にお



















のいい RT-PCRでの検出を試みたが、 FH2細胞の RNAをもちいた c-FLIP特異
的 DNAの検出は EFlαと比較して PCRのサイクルを多く必要とし、しかも増
F 幅された DNAのバンドの検出も感度を高くする必要があった。したがって、FH2
細胞における c-FLIPの発現量は非常に少ないと考えられる。しかし、 bFGF刺
激後の細胞から RNAを調製してくると、およそ 1サイクル早く増幅された c-
FLIPのバンドが検出されるので、 bFGF処理によってmRNA量が2倍程度増え
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